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SOMMAIRE ------ --
La régulation de l'expression génétique chez les 
eucaryotes est assez peu con nue, spécialement chez les 
mammifères. Afin d'étudier une telle régulation,nous avons 
choisi les gènes de métallothionéine. Les métallothionéines 
sont des protéines de faible poids moléculaire,riches en 
cystéine et qui sont inductibles par les métaux lourds,les 
glucocorticoides et une endotoxi ne bactérienne <LPS). 
Un buvard sur l'ADN de souris et de LMTK hybridé avec 
un~ sonde de cDNA de mt-1• de souris révèle la 
présence de ce gène dans ces cellules. Afin d'isoler le 
gène en question,une banque complète de gènes a été 
construite puis criblée avec la même sonde. Un clone a été 
isolé et caractérisé. Il correspond au gène mt-1• de 
souris. Ce clone contient également une autre région 
homologue à la région 5' régulatr ice du gène mt-1• 
mais située à environ 12 kb en aval de ce gène. La même 
région contient aussi de l'ADN répétitif qui pourrait jouer 
un rôle d a ns l'amplifi c ation des gènes mt~ 
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L'objet de cette thèse est l'étude de la régulation de 
l'express ion génétique des méta l lo t h i onéines CMT) chez la 
souris. Si la régu lat ion de l'e~pression génétique chez ·1es 
procaryotes est bien connue, il n'en est pas de même chez 
les mammifères. Nous avons choisi les gènes de métallothio-
néines Cmt +) afin d'étudier cette régulat ion car : 1-
ils sont induits in vivo et in vitro par les métaux 
lourds 
coïdes 
Cex.:Cd , Zn,Cu , Co , Ni,Ag , Hg et Bi> , les glucocort i -
<f<ag :i. et Nordberg,1979), une i nflammation <Durnam 
et al.,1984>,le stress <Oh et <.il., 1979), Ltne 
infection bactérienne <Sobocinski et al., 1978), une 
restriction alimentaire CBremmer et Davies, 1975), une 
intoxication au CC14 <Oh et al., 1978) , une inter-
vention chirurgicale COhtake et al., 1978; Brady,1981), 
l'injection d'acide ~ -mercapto-p- <2-furyl>-acrylique CMFA> 
<Giroux et Lachmann, 1984>, les rayons- X, une haute tension 
U3hiraish i et al., 1983) et l'isopropanol 
CSwerdel et Cousins , 1984). 2 - On peut obtenir des mutants 
d e cellules somatiques en culture, résistants au CdCl 2 . 
<Rugstad et Norseth, 1975; Enger et al.,1979,1980; 
Beach et Palmiter, 1981). 3- Leur expression est spécifique 
à certains organes ( eN. foie, _ reins). 4- On peut 
caractériser leurs protéines avec des anticorps monoclonaux 




les doser grêce à des tests 
<Mehra et Bremner, 1983). 5- A 
par t ir de cellules en culture , il est pos sible de construire 
2 
des banques génomiques et d 'i soler les g è nes mt- a vec 
des sondes sp é cifiques. 
Les métallothionéines <Margoshes et Vallee,1957; k~gi 
et Vallee 1960 , 1961) ont les propriétés suivantes: Elles 
existent chez les vertébrés, les invertébrés et les plantes 
<K~gi et Nordberg, 1979) . Leur poids moléculaire est 
d'environ 6 000 daltons. Leur contenu en ions métalliques 
varie de 6 à 11 % de Cd + Zn. Elles sont riches en c ystéine 
(30 à 35 %) et ne possèdent pas de tryptophane,de 
phénylalanine , de tyrosine,d"histidine et de leucine. Elles 
sont inductibles à tous les niveaux du cycle cellulaire 
<Tobey et Seagrave,1984). Chez la souris, on connatt au. 
moins deux MT: MT-I et MT-II <Tsunoo et al., 1978). La 
figure 1 <voir annexe A,page vii) montre les séquences de 
CE?rtai nes MT. Les résidus cystéinyl f i:-:ent 7 ions 
métalliques (liaisons th i ol .:1tes) par molécule de MT 
<Boulanger et al.,1983). 
2- Gènes mt ·"· ---------------
L'étude génétique est bien connue chez la souris 
<Durnam et al., 1980;Glanville et al.,1981>,l"homme 
<Karin et Richards, 1982;Karin et al.,1984;Richards 
et al.,1984;Varshney et Gedamu, 1984 >,le rat CMercer 
et Hudson,1982;Andersen et al • , 1983 > , 1 e hamster 
(Griffith et al., 1983>,le singe (Schmidt et Hamer, 
1983 >,la levure <But t e·t: al., 1984.:.·q 1984b) , 1 • 0L1rs i n 
CNemer et al.,1984) et le mouton <Peterson et al., 
l'or gan1~me étudié.les ~enes m~~ sont 
liés génétiquement,comme chez les rongeurs <Searle et 
a.l., 1984) ou forment une famille de gènes,comme chez les 
primates <Karin et Richards, 1982; Schmidt et Hamer,1983). 
sont sL.w le chromosome 8 <Cm: E•t Palmite1~, 1983). Les 
fi gLwes ...., '• .a:... !I ·-• et 4 
montn:nt l"organi~ation de mt-1• et mt-2• 
<Searle et al.,1984) ainsi que leur séquence. 
Certains mutants cellulaires,sélectionnés pour leur 
résistance au cadmium,expriment plus les gènes mt-
le type sauvage <Beach et al. ,1981;Beach et 
Palmiter,1981;Maiti et al.,1982). L'expression de ces 
gènes peut ètre augmentée en traitant les cellules avec de 
la 5--azacyt:idine ou avec des 1··.:."yons U.V. (delll·: agents qui 
inhibent: la méthylation de l'ADN après la réplication) 
(Compere et Palmiter,1981; Lieberman et al.,1983). Dans 
chaque cas, le ni veau d'expression diminue avec le niveau 
de méthylation du gèn e. 
Une sélection continue pour la résistance des cellules 
au CdCl 2 résulte souvent par l' a mplifi cation des gènes 
mt- <Beach et al.,1981;Beach et Palmiter,1981; 
Gick et McCarty, 1982 ;Mayo et Palmiter, 1982; 
F'al mi te1'· , 1 <;>EM) • Dans certains cas,ces gènes amplifiés sont 
sur des chromosomes "double minutes" <Beach et al.~ 
1. <;>E:l :1. ) " 
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La transfection de cellules humaines et d e souri s avec 
des plasmides contenant l e gène mt-1- <May a et 
1982) o u l'injection dans de s ovocytes de souris 
(Br inster et al .,1982), ont mont ré que la séquen ce 
requise pour la régul at ion de l'expression par le cadmium 
mesu.1·-e 22 1 bp et s'étend des nucléoti des - 148 à +63. Les 
expériences d'injection mon trent qu'une région plus cour te 
-95 à +6 3 est nécessaire (figure 3). Il existe également 
une régi on de 250 à 300 b p, hyper sensible aux nuc léases. 
Les sites l es plus sens ibl es se situant à -225 et -30. 
Après induction par l e cadmium, il y a une augmentation de 
l'hypersensibilité aux nucléases entre -30 et +60 <Senear 
et F'al mi ter ' 1982). Ces expériences montrent donc que les 
séquences régulatrices se retrouvent dans cette région 
hypersensible puisque l'hypersensibil it é est reliée à la 
structure de la chromatine (la fixation de protéines de 
réçiulation et/ou de structure sur l'ADN offrant une 
protection acc rue aux nucléases) <Lewin~ 1983) . La fig ure 5 
<voir annexe A, page x i> compare les signaux de régulation 
par 1 es mé tau:·: lourd s de 3 gènes mt -. Les derniers 
travaux de Carter et ses collaborateurs et de Stuart et ses 
collaborateurs montrent qu'il existe deu x courtes régions 
(9 bp) répétées,dans le seg men t hypersensi ble aux 
nuc:léases, qui sont des sites de régulation des métaux 
l.o u1~ds (Carter· et al. !' 198LH Stuë.fft et al . , 198.ll.). 
Il exi~ate des inducteurs "c;ir·e:yt uit~; " ,c omme les mé té."'\ Ll}: 
1 our-ds Ag, Co f.:?t l\li ( Durn8.m et F'al mi te r- , :L 984) qu :i. , sous 
5 
f or· me d ' i. D n ~5 !' se fi x eraient d'abord sur une protéine 
régulatri c e de la transcription du gène mt-1 ~ parce 
qu e la plupart de ces métau x se fixent aussi sur des 
groupes sulfhydryles. Un composé non métallique~fixateur de 
groupes sulfhydry le s comme l'iodoacétate,induit aussi le 
gène mt-1 +. Il n'est pas certain qu'il s'agisse d'une 
action directe de l 'inducteur ou d'une réponse à un stress. 
Ces résultats montrent qu'un mécanisme d'autorégulation des 
gènes mt+ par leur propre protéine est peu probable. 
Il est plus vraisemblable q'une molécule régul atrice avec 
deUJ·( domaines fixe les métaux 1 c>urds et la régi.cm 
opératrice du promoteur de mt-1+. Séguin et :;es 
col. l abor-·ëü.i:?urs sug g è1~ e n t que des facteurs cellulaires 
agiraient par contrôle positif sur le gène mt-1• de 
soui--i.s <Séguin et al., 1984). 
Le site d'attachement du récepteur pour les glucocor-
t i coï de!:;, c:he ~·= 
et Pal mi. ter·!' 
la souris,n'a pas encore été identifié <Maya 
1982;Mayo et al.,1982). Par contre,chez 
l'humain,Karin et ses collaborateurs ont montré que ce site 
se situait entre les nucléotides -263 et -238 du gène 
et qu'il agissait comme régulateur de 
l'induction de la t 1~anscription O:::c.·u-in et al., 1984). 
Celui du gène mt-1A • n'a p as encore été identifié 
<Richards et al.,1 9 84). 
L'endotoxine bactérienne LPS (lipopolysaccharidel,agit 
indépendemment des métaux lourds et des glucocorticoides 
<DL.tr'ï'l ërn1 et: al., 198LJ.l .. Sa réc;:i :i. on de l'"égul .::d .::lcm se s:i.tue 
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entre - 185 et -350 du gène mt-1 • . Elle activer a it les 
macrophages qui libéreraient une hormon e (peut-être 
l"interleukine I> induisant la MT (idem). 
Le promoteur du gène mt~l + a été utilisé pour 
des expériences de fusion de gènes et de souris transgé-
niques comme 1- le gène de la thymid i ne kinase du virus 
Herpes simple ::c: (8rinster et al., 1981; 1982; 
Palmiter et al., 1982a > ; 2- le gène de l'hormone de 
croissance humaine <Pal miter et al., 1983) et de rat. 
Cette dernière expérience a donné une souris deux fois plus 
lourde q ' une soLir-is normale <Pal miter et a~., 1982b) et 
la correction partielle d'un type de nanisme chez la souris 
<Hammer et al., 1984>; 3- l'antigène T de SV40 et la 
production de tumeurs au cerveau dans les souris transgé-
niques <Brinster t::'t al., 1984). 
Les deux gènes mt-1• et mt-2• de souris 
sont induits de fa;on presque identique par les métaux 
lourds,les glucocorticofdes et le LPS <Searle et al., 
1984) car · les régions promotrices des deux gènes contien-
nent des séquences homologues (figure 5). La région Best 
impliquée dans la régulation par les métaux lourds. 
Dans notre laboratoire,nous avons utilisé des cellules 
de souris en culture <3LMTK> et différents mutants <Maiti 
et al., 1982) afin d'étudier la structure et la 
régulation des gènes mt+ de souris. Dans une première 
étape et afin de caractériser nos mutants,nous avons 
construit une banque génomique de souris dans le phage 
7 
lambda L47.1 à partir d'ADN des cellules 3LMTK. Grace à la 
sonde de cDNA de mt-1- de souris,nommée pM135 (voir 
figure 6 de l'annexe A,page xii), nous évons pu isoler l'un 
des gènes mt- et montré que l;organisation , chez les 
cellules 3LMTK,d'un gène mt-1- est différente de 
celle publiée pour la souris. 
8 
La composition des milieu~ et tampons utilisés est · la 
sui vante Milieu L-Mg (8acto- tryptone 10 g,Extrait de 
l evure 5 g,NaCl 2.5 g,MgS0 4 2.5 g par litre,pH 7.5),gélose 
dure <L-Mg + 1.2 ~ CP/V) de Bacto-Agar>,gélose molle (L-Mg + 
0.7 % CP/V) de Bacto-Agar>,tampon lambda-dil <0.1 M 
Tris-HCl,0.1 M MgS04,pH 7.5>. 
Souches bactériennes E. coli K12 : 
LA 101 <F-,lac Y,leu,ton R,supE,supF,rk-, mk-> 
Q359 (hsdRk - ,hsdM k-,supF,h80,P2> 
C600CP2> <F- ,thi-1,thr-1,leuB6,lacY1,tonA21,supE44, 
lambda - ,P2> 
131 <ou PK 1482) CrecR- clambda imm 434,clts,b2,red3, 
Eam4,Sam7)/lambdaJ 
154 (ou NS 428) [recR- <lambda imm 434,cl 8 57 , b2,red3, 
Sam7,Ram 11)/lambdaJ 
Bactériophages lambda L47.1 <Loenen et Br a mmar,1980) , 
gt 10 <Huynh et al.,1985). 
~=-Ec~QêC§tiQQ_Q:~n_2t9~t_9§_Qbê9ê2_~Q_ffiiliê~-li9~i9ê 
Les phages sont préparés avec la bactérie hôte LA 101 
de la fa~on suivante : Une plage est purifiée deux fois puis 
resuspendue dans 200 ul de lambda-di! avec 2 gouttes de 
CHCl 3 , Les phages sont vortexés et centrifugés 1 min . dans 
une microfuge. Deux tubes contenant chacun 2 x 107 
bactéries et lQ b phages dans 0.2 ml de lambda-dil sont 
n 
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~ 2 0 QC pour permettre l'adsorpt ion des 
phages . Environ 3 ml de gélose molle est ajou t é à chaque 
tube puis le tout est coulé sur des pétris de gélose dure. 
Les pétris sont incubés 16 h à 37°C afin que les phages se 
multiplient. Les pétris sont incubés ensuite à 4°C avec 5 
ml de 10 mM MgS04 froid. Après 8 heures,les phages,dans le 
sont centrifugés à 5 000 RPM pour 20 min. 
<Sorvall,rotor GSA> afin d'éliminer les débris bactériens. 
Les phages sont ensuite incubés avec 2 X 107 bactéries 
comme ci - dessus et ajoutés à 1 1 de milieu L-Mg,dans un 
erlenmeyer de 2 litres,puis agités 16-18 h à 37=c. 
Les phages sont centrifugés 20 min. à 4°C et à 6000 
RPM (dans des bou t eilles d e 250 ml> pour se débarasser des 
débris bactériens. 
Les phages sont précipités avec du PEG Fischer 8000 
10 % CP/V) (concentration finale) et 1/10 de volume de 5 M 
NaCl pendant 16-18 h à 4°C. Ils sont ensuite centrifugés à 
4 ° C comme décrit ci-haut. 
Les phages son t ensu ite resuspendus dans 3 à 7 ml de 
lambda - dil, centrifugés à 15=c à travers un gradient 
préformé de 3 c ouches de CsCl (dans du lambda-dil) 1.5 ml 
de d e n s ité 1.65 g / cm 3 ,2 ml de densité 1.53 g / cm 3 et 1.5 
ml de densité 1.35 g/cm 3 dans des tubes de 13 ml <rotor 
SB- 283 > pendant 2 h 30 à 35 000 RPM. Les phages sédimen t ent 
à l'interface des couches de densité 1.35 g/cm 3 et 1.53 
10 
g/c m~ . 
Les sacs à dialyse sont bou illi s deux foi s dans 10 - ~ 
M EDTA,rincés et conservés à 4~c d a n s 10- ~ M EDTA avec 
0 .5 % CV/V) de photof low <Betz et Sadler , 1976). 
Les ph ages en CsCl sont dialysés contre 1 litre d'eau 
bidistillée à 4°C pendant une heure sans agitation puis 
pendant 2 heures avec agitation après avoir changé l'eau. 
L'ADN est extrait avec un volume de phénol, vortexé 
puis centrifugé. La phase aqueuse est réextraite avec un 
volume de phénol,puis avec du phénol-CHC1 3 (un demi-volume 
chaque) et plusieurs fois avec un volume d e CHC1 3 afin 
d'éliminer les dernières traces de phénol et de protéines . 
L'ADN est précipité avec 1/10 de volume de 3 M 
<pH 6. 0) et de 2.5 volume d'éthanol à 95 % CV/V) 
dans un bain de glace sèche/éthanol (à -70° C) pendant 5 
min. L'ADN est centrifugé 10-15 mi n. dans une microfuge à 
Le culot d'ADN est rincé à l'éthanol à 70 % CV/V) 
froid 2 à fois afin de se débarasser des sels,puis une 
fois avec de l'éthanol à 95 %CV/V). Le culot est lyophilisé 
ou la i ssé à l'air l ibre 15 min. pour éli mi ner les traces 
d'alcool. 
La méthode employée pour la construction d'une banque 
complète est voisine de celle développée par Maniatis et 
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al. ( 1978) avec quelques modifications. L ' ADN cell ulaire 
est digéré partiellement par Sau 3A,les fragments de 15-20 
kb,sont séparés sur gradient de saccharose et sont insérés 
aux sites Barn HI du phage la~bda L47.1 après ligation~ Le 
tout est encapsidé in vitro a vec des extraits d'encap-
sidation préparés à partir des deux souches bactériennes 131 
qui donne 1 e 1 ysat appelé FTL < "Fr-eeze Thaw Lysate") et 154 
qui donne 1 e 1 ysat appelé SE ("Son i cated E:< tract") 
Les deux extr-aits,mélangés avec l'ADN,permettent de 
former des virions viables contenant l'ADN recombinant 
(encapsidation in vitro>. 
Selon la for-mule de Clarke et Car-bon <1976),le nombre 
de recombinants nécessaires pour avoir une banque complète 
de gènes avec une probabilité d'avoir une séquence particu-
lièr-e d'ADN est donné par : N =ln (1 - P)/ln (1 - f) où N = 
nb de r-ecombinants, P = probabilité choisie, f = proportion 
du génome dans chaque recombinant. 
Pour les cellules 3LMTK,le calcul donne avec une pro-
babilité de 99 ï. CF' = O, 99) f = longueur d'ADN à 
cloner/longueur du génome de souris = 15 kb/3 :< 10 6 kb, 
donc N = ln (1 0,99)/ln(l - (15/3 X 10 6 )] = 9,21 X 10~ 
r-ecombinants. 
2=_b§_~b~g§_1§ffi~Q§_b1Z~1 
Le phage lambda L47.1 est un vecteur de clonage par 
r-emplacement avec comme sites de clonage : Barn HI,Eco RI et 
H:ind III <voir- figL1r-e 7 de l'anne:-:e A,page xi:ii) <Loenen et 
Brammar- , 1980). Il permet de cloner des fragments variant de 
.. J. kb 'respectivement 78 et !~b % da la cap3cité 
d =' (7.-:r-l r:: <3.p ~~; .i. ci .:~. 1:.: i cJ n du phage sauvage). Les tableau~ I et II de 
( v C! :i. r· donnent r·es~ec~ivement ·1 ··- ..• .!. !=;.' ~=:~ 
des fragments générés par les 
C: CJff:: n f:: i. l s ., a.q i t d ' u.n 
CJb t (7:f I l...t t·:::,n l f::' . 
::.u !' 1;i1,-a.c:!i. r=:r-:t. La Loupure avec Xho I év it9 
qu ,. u.i""i r-é:.=5iclu.'~1 
phages r ec ombinants StJnt. sélecti onnés sur 
ne pousse pas sur cette souche (phénotype Spi+ ) alors que 
les phages recombinants sont Spi - et poussent sur une 
souche E.. r:: ol i <P2l. <Maniatis et: al.,1982). 
Les extrémités cos- du phage sont ligaturées de 
la façon suivante 100 ug d'ADN sont incubés avec une unité 
de T4 ligase avec 20 mM Tris-HCl,10 mM MgCl 2 ,10 mM DTT <pH 
'7.6)~ 10 mM ATP <pH 8.0) dans un volume final d e 250 ul. Le 
mél i:H1g f? est incubé de 1.6 à 18 h à 12°C puis une mème 
quantité d'ATP et de T4 ligase sont de nouveau a j out és et le 
t out est de nouveau incubé à 12° c. 
Les bras ligaturés sont purifiés de la partie centrale 
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du vecteur L 47.1,obtenue après digestion avec Barn Hl et Xho 
I,sur gradient de saccharose. Après avoir ajouté 1/5 de 
volume de 5 M NaCl à l'échantillcn,celui-ci est déposé sur 
le gradient puis centrifugé à 35'000 RPM et à 15°C pendant 
16 h. 
Des fractions de 20 gouttes c~400 ul) sont recueillies. 
Celles contenant les bras ligaturés sont identifiées par 
électrophorèse sur gel d'agarose 0.9 ï. CP/V) C2 V/cm pour 16 
hou 6.5 V/cm pour 4 h) puis diluées deux fois avec de l'eau 
bidistillée. Les bras sont ensuite précipités et resuspendus 
de la même façon que l'ADN du phage. 
ll=_EC~Q~C~~iQQ_Q~_l:eQ~_fêll~l~iCê 
L'ADN cellulaire est préparé selon la procédure 
suivante adaptée de McKnight C1978>. Les cellules de 10 
pétris confluents de 10 cm de diamètre sont rincées avec 5 
ml d'une solution de 0.9 ï. CV/V) NaCl par pétri,puis lysées 
avec 2.5 ml de tampon TES C10 mM Tris , 5 mM EDTA et 1 ï. CP/V) 
808). L'homogénat est ensuite incubé à 40°C pendant 1 h 
avec de la protéinase K (concentration finale de 50 ug/ml> , 
puis la concentration de NaCl est ajusté à 0.15 Met l'ADN 
est extrait deux fois avec un volume de phénol-CHCl 3 . 
Après addition de 1/10 volume de 3 M CH3 COONa <pH 
6.0>~l'ADN est précipité avec 2.5 volumes d'éthanol à 95 ï. 
CVIV>,puis conservé à -20°C pendant 12-16 h. L'ADN est 
centrifugé à 15 000 g,puis rincé deux fois avec de l'éthanol 
à 66 ï. CV/V),une fois avec de l'éthanol à 75 ï. CV/V) et une 
fois avec de l'éthanol à 95 ï. CV/V). L'ADN est lyophilisé 
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puis resuspendu dans une solution 3 M CH3 COONa CpH 6.0). 
L'ADN est séparé de l'ARN par centrifugation dans une 
microfuge pendant 15 min. L'ADN d u surnageant est précipité, 
rincé à l'alcool comme précédem~ent puis resuspendu dan~ · de 
l'eau. 
1~=-Bl_bi9êii9D_Q~-~êSiê~C-~~êS_l:BQ~_Sêll~lêiCê 
La ligation des bras du vecteur avec l'ADN cellulaire 
dépend de deux paramètres 1- le rapport molaire des bras 
du vecteur sur l'insertion et 2- la concentration de ces 
types d'ADN. I 1 est nécessaire d'obtenir des 
concaténaires de type (bras gauche-insertion- bras droit>n 
pour l'encapsidation in vitro. Les conditions optimales 
de ligation sont atteintes lorsque le rapport mo l aire de 
bras ligaturés sur l'insertion est voisin de 2 <Maniatis 
et al., 1982) et lorsqu'on est en présence d'une grande 
concentration d'ADN <Dugaiczyk et al., 1975). Pour l'ADN 
de souris et le phage lambda L47.1, la réaction de ligation 
devra contenir 50 ug/ml d'insertion et 227 ug/ml de bras 
ligaturés,dans un volume final de 10 ul. 
êl_Qi9êêiiQD_QêCiiêllê_Qê_l:BQ~_Sêll~lêi[ê_Q~C-§~~~B 
L'ADN cellulaire est digéré partiellement de la façon 
suivante 200 ug d'ADN sont digérés avec 12 unités de Sau3A 
dans un tampon 6 mM Tris-HCl Cp H 7.5),6 mM MgCl2,50 mM 
NaCl et 100 ug/ml de BSA à 37°C pendant 5 min. La réaction 
est arrêtée en ajoutant 1/10 de volume de 0.5 M EDTA et en 
chauffant 10 min. à 68°C. Les produits de digestion sont 
séparés sur gradient de sacchar6se et les fragments de 15-20 
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Chaque souche,pour le FTL et le SE,est étalée sur deux 
bottes de gélose dure. L'une des bottes est incubée à 30°C 
et l'autre à 42°C pendant 16 h. A 30°C, la production de 
bactériophages n'est pas induite et les colonies 
bactériennes croissent. A 42°C, les phages sont induits et 
les bactéries sont tuées. 
êl_E[~Qê[êiigo_Q§§_!~§êiê 
Pour chaque souche,600 ml de milieu L-Mg sont inoculés 
à partir des colonies obtenues à 30°C de façon que la 
densité optique à 600 nm des bactéries dans le milieu soit 
de 0.02. Les bactéries sont alors agitées à 30°C. Lorsque 
la densité opt i que est de 0.15 à 600 nm (environ 1 à 1.5 
heure), les phages sont induits,sans être agités, à 45°C 
pendant 20 min puis sont ensuite fortement aérés à 38-39°C 
pendant 3 heures. L'induction des phages est vérifiée en 
ajoutant quelques gouttes de CHC13 à 1 ml de culture 3 
heures après l'induction. Si l'induction est bonne, il y a 
lyse de la culture après quelques minutes. 
Chaque culture est ensuite centrifugée à 6000 RPM,15 
min. et à 4°C dans des bouteilles de 250 ml. Les bouteil-
les sont conservées dans un bain de glace. Le surnageant est 
jeté et les bouteilles sont bien décantées en retirant les 
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dernières gouttes de milieu de culture avec une pipette 
Pasteur. 
1=-b~3~t_Eib_l:Ec§§~ê_Ibê~-b~§~t§:l 
Chaque culot est resuspe~du dans 0.5 ml de 50 - mM 
Tris-HCl CpH 7.5) et 10 % CP/V) de saccharose froid (0°C) 
et puis combiné avec 75-80 ul de lysozyme (2 mg/ml dans 0.25 
M Tris-HCl CpH 7.5) préparée le méme jour> et incubé 1 min à 
Le tout est transféré dans des tubes eppendorf (avec 
les bouchons percés afin d'éviter que les tubes n'éclatent 
sous la pression),mis sur une tige métallique et plongés 
dans l'azote liquide (-170°C>. 
Afin de garder l'activité des extraits,il est très 
important que les tubes soient décongelés (environ 90 min.) 
sur de la glace et dans une chambre froide à 4°c. Ensuite, 
75 à 80 ul de tampon M1 C0.2 % CV/V) de 2-mercaptoéthanol,6 
mM Tris-HCl CpH 7.5),30 mM spermidine-HCl CpH 8>,60 mM 
Putrescine-HCl CpH 8>,18 mM MgCl 2 et 15 mM ATP CpH 8)) 
sont mélangés doucement avec une pipette automatique et sans 
faire mousser. Le tout est ensuite centrifugé 35 min. à 35 
000 RPM et à 4°C dans un tube de 3 ml (rotor IEC SB-405). 
Après avoir ajouté 2/5 de volume de glycérol 50 X CV/V) au 
surnageant, il est distribué en aliquots de 100 ul dans des 
tubes eppendorf et congelés dans l'azote liquide comme 
décrit ci-dessus. Le lysat est stable ainsi pendant environ 
1 mois. 
~=-b~§~t_§~_1:§9oif ~~§9_s~tc~~t:1 
Chaque culot est resuspendu dans 0.5 ml de tampon A (20 
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mM Tris-HCl CpH 8.0>,3 mM MgCl 2, 1 mM EDTA et 0.05 % CV/V) 
de 2-mercaptcéthanol ajouté séparément>,puis transféré dans 
un tube de pyrex de 15 ml CCorex,no. 8441) et soniqué de la 
suivante Pour environ'3 ml d'extrait Cà parti~ - de fa;on 
600 ml de culture),la solution est soniquée 10 fois 5 
secondes avec 10-15 secondes de repos entre chaque 
sonication jusqu'à ce qu'elle soit suffisamment claire pour 
être pipettable. Le sonicateur LAB 9405 MSE utilisé est 
réglé à une amplitude de 8. Il est important de maintenir le 
tube dans un bain de glace et d'éviter de faire mousser la 
solution. 
L'extrait est ensuite centrifugé 10-15 min. à 10 000-12 
000 RPM et à 4°C <rotor IEC 870). Un culot compact 
(correspondant aux débris bactériens) se forme. 
Après avoir ajouté 2/5 de volume de glycérol 50 % CV/V) 
au surnageant,il est réparti en aliquots de 50 ul dans des 
tubes eppendorf qui sont congelés de la même fa;on que pour 
le lysat FTL. Le lysat SE est stable de 4 à 5 mois. 
11=-~D~êP-§iQê~iQD_l~-~l~C~--
Ap r ès avoir décongelé la quantité nécessaire de FTL et 
de SE en pla;ant les tubes sur de la glace (environ 90 
minutes>,l'encapsidation se fait comme suit : 7 ul de tampon 
A, 2 ul de tampon M1,200 à 500 ng d'ADN <le mélange de 
concaténaires bras gauche-ADN exogène-bras droit>,6 ul de SE 
et 25 ul de FTL (la quantité optimale de FTL à utiliser est 
déterminée au préalable par encapsidation in vitro avec 
le phage parental à raison de 5,10 et 25 ul de FTL. Dans la 
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de FTL sont de nouveau ajoutés et le tout est agité de 
nouveau pour 1 heure. Ensuite, le volume de chaque tube est 
c: (Jrllp l été ,à 1 ml avec du lambd a-dil,1 a 2 gouttes de 
chloroforme sont ajoutées,les tubes sont vortexés brièvement 
et centrifugés 30 sec. 
ComnH:? i 1 existe des inhibiteurs de croissance des 
phaç.1es rc~c:ornbinants dans les extraits d'encapsidation 
(1'1anic:\t.is et .:11., :1.982),ils sont d'abord centr-ifuc;if?s à 
travers un gr-adient discontinu de CsCl comme décr- i t au 
par-agr .. aphe 4 !' mais en n'utilisant que 2 couches de Cs Cl ( 1 a 
couc:h~~ df?. CsCl de densité 1.53 g/cm 3 étant omise). Bien 
que la densité des phages varie selon 1 eur-- contenu er1 
ADN,ils se logeront entre les deux 
d isc:ontinu de CsCJ. <D.::1vis et al., 1<180). 
!~=-Iii[!9~-~~§_Rh~9!§_C~59m~iQ!Qi§ 
couches du gradient 
Les phages recombinants,après des dilutions successives 
de 10 à 100 fois dans du tampon J.ambda-dil, sont titr-és sur 
les souches LA 101 et Q359 ou C600(F'2) <poLw le phage lambda 
L47 .. l). 
!è=_e1_e~e!!f !s!~i90_~:~0!_~!09~~-g~ngmig~§ 
Afin de conserver tous les recombinants d'une banque de 
C(-?.11<~-c:i doit ètre amplifiée sur- bottes CManiatis 
et al.,1982). La souche Q359 ou C600<P2) est mise en 
culture dans 5 ml de milieu L-Mg. Dans une série de tubes,4 
1.9 
x 10 8 bactéries et 2 x 10~ phages recombinan t s sont 
incubés dans 1 ml de lambda-dil pendant 20 min. Après avoir 
mél a ngé 5 0 ml de gélos e molle à chaque tub e , il s sont c o ulés 
sur une botte de 24 x 24 cm avec 2 X 10~ recombinants par 
botte. Le s bottes sont incubées à 37°C pendant 16 h puis à 
4°C en présence de 50 ml de 10 mM MgS04 froid et de 
quelques gouttes de CHC1 3 pendant au moins 8 h. Les phages 
dans le MgS04 sont centrifugés et précipités de la mème 
façon que les phages poussant en milieu liquide. On 
n'u t ilise que deux couches pour le gradient discontinu de 
C~sC:l <Davi~:; et: a.l.,1980). 
êl_~~t~~~tigo_~!_!:BQ~-~!_!!_~!Q9Y! 
Les préparations commerciales d'agar et d'agarose 
contiennent souvent des inhibiteurs d"enzymes de restriction 
et d'autres enzymes,comme les glucides sulfatés <Davis et 
,~] . 1980,Maniatis et a.l. 19!32) • L"ADN extrait des 
phages recombinants amplifiés sur bottes d'agar ou d'agarose 
devient difficilement manipulable avec certains enzymes. 
Afin de se débarasser de ces inhibiteurs,les phages 
recombinants sont dialysés contre du tampon lambda-di! et 
chromatographiés sur une colonne de Sepharose-6B <Brzezin-
sk i, Véz i na, Bli~kel ey f?t Th i 1r· ion, ( 1984 >; voi 1~ ë.~nne:·t e B) • 
!Z=_Çci~l~9~-~:~o!_~!D9~!-~~-g~o§§_R@C_b~~ci~~ti9D_lQ_~1fy __ 
Af i n d • i sa l e1'· les gèn e s qui hybrident a vec la sonde 
pM135 de la banque,cette dernière est criblée en utilisant 
les méthodes de Benton et Davis (1977) et Grunstein et 
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Hogness (1975). 
Une série de tubes contenant 40 000 phages recombinants 
et 108 bactéries dans 0.3 ml de lambda-dil sont incubés 20 
min. à 20-22°C pour que les phages adsorbent. Aprè~ 
addition de 8 ml de gélose molle dans chaque tube,ils sont 
coulé sur une botte de 15 cm de diamètre. Les bottes doivent 
être sèches et n'utiliser que de l"agarose,ceci afin que la 
couche de gélose molle n'adhère pas au filtre de nitrocellu-
lose lors du transfert des phages sur le filtre <Maniatis 
e"é al.,1982). Les bottes sont incubées 16 h à 37°C 
afin que les phages se multiplient,puis à 4°C pendant 1 
heure afin d'éviter le problème d'adhérence de l"agarose au 
filtre. Des filtres de nitrocellulose <Schleicher et Schuell 
BA 85) de 137 mm de diamètre sont ensuite déposés sur chaque 
botte de la fa;on suivante : Chaque filtre est numéroté, 
marqué de 3 points de repère avec un crayon puis déposé 
délicatement au centre de la botte. Les points de repère 
sont alors retranscrits sur le fond du pétri. Après ,., . ..::. m1 n. 
de transfert,le filtre est délicatement retiré et un 
deuxième filtre est déposé pour 5 min. Deux filtres sont 
utilisés pour éviter les faux positifs. Les bottes scellées 
avec du ruban adhésif sont conservées à 4°C. Chaque filtre 
est traité successivement, pour ,., . ..:.. min., dans 1 litre des 3 
solutions suivantes 1- 1.5 M NaCl et 1 M NaOH; 2- 0.2 M 
Tris-HCl <pH 7.5) et 2 mM EDTA et 3- 2 x SSC,25 mM 
<pH 7.5) et 2 mM EDTA. Les filtres sont cuits à 
80°C pour 2 heures. Les conditions de préhybridation, 
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d'hybridation et de lavages des filtres sont les mêmes que 
celles décrites poLlr les buvards ( 11 80L1thern blets"). 
Après lavage~l ul d'encre radioactive (1 CPM/ul) est 
déposé sur chaque point de repèr~ de chaque filtre. 
1ê=_lg§ntifi~~~iQn_g:~n-~1QQ§ 
Les autoradiogrammes du premier et du deuxième filtre 
de chaque botte sont superposés de fa~on que les points de 
repère cofncident à ceux de la botte. Deux signaux positifs 
qui se superposent indique la présence d'un clone. La région 
immédiate du clone <environ 7 mm de diamètre et contenant 
environ 5 X 10 7 phages différents>,est prélevée avec le 
gros bout d'une pipette Pasteur puis resuspendue dans 200 ul 
de lambda-dil avec quelques gouttes de CHCl3. Les phages 
reco~binants sont ensuite purifiés et analysés. 
12=_Qig~2iiQQ_g§_1:eQ~-e~c_g§2_§Q~~m~2_g~_cê2~ci~iiQn 
L'ADN phagique ou plasmidique est digéré avec 1 unité 
d'enzyme de restriction pour 1 ug d'ADN avec 2 ul de tampon 
d' i ncL1bati on 10 fois concentré,dans un volume de 20 ul. Le 
tout est incubé 1 heure à 37°C. 
avoir aj OLlté 1/4 de vol Llme de SLM à 
l'échantillon,il est déposé sur un gel d'agaros~ 1 % (P/V) 
et l'électrophorèse est effectuée à 2 V/cm pour 16 h. Les 
fragments sont identifiés et leur taille mesurée à partir de 
la photographie du gel selon la méthode de Elder et Southern 
(1983) et de l'utilisation de marqueurs de poids moléculaire 
comme lambda cI857,Sam7 digéré avec Hind III et des 
fragments multimériques s'échelonnant de 500 bp à 1 kb 
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pr-ovenant d' Ltn p 1 asmi de ( "l adder-s" de BRL) . 
~Q=_Boê!~§§_~§_!:BQ~-~Y-~!90§_QêC_~Y~êC~ê9ê 
L'ADN du clone est digéré (1 ug> avec 1 unité de 
l'enzyme utilisé pendant une hiur-e à 37°C en pr-ésence di 
tampon d'incubation 10 x concentr-é. Apr-ès la digestion,1/4 
de volume de SLM ("Sample Loading Mi>:" 25 'ï. CP/V) 
Ficoll,25 mM EDTA CpH 8),0.5 'ï. CP/V) sar-cosyl, 0.3 'ï. CP/V) 
br-omo-phenol bleu et 3 'ï. <P/V) xylène cyanol FF> est ajouté 
à l'échantillon qui est déposé sur- un gel d'agar-ose à 1 'ï. 
CP/V). L ' électr-ophor-èse est faite à raison de 2 V/cm pour- 16 
h. Le gel est photogr-aphié avec une camér-a Polar-oid <MP-4 
LAND CAMERA> apr-ès color-ation avec 50 ug/ml de br-omur-e 
d'éthidium pendant 10 à 15 min. et décolor-ation dans de 
l'eau pendant 10 min. 
La méthode suivante pour- buvar-der- est adaptée de 







x 13.5 x 0.3 cm : Le gel est d'abor-d 
doucement dans 250 ml de 0.25 M HCl 
même tr-aitement est r-épété une fois. 
Ensuite le gel est r-incé à l'eau puis plongé dans 250 ml 
d'une solution 1.5 M NaCl et 0.5 M NaOH en agitant doucement 
pendant 15 min. Le même tr-aitement est r-épété une fois puis 
le gel est de nouveau r-incé à l ' eau et plongé dans 250 ml 
d'une solution 1 M CH3 COONH4 et 0.02 M NaOH en agitant 
pendant 30 min. Le même tr-aitement est r-épété une fois. Un 
filtr-e de nitr-ocellulose <Schleicher & Schuell,BH85 0.45 um> 
de mêmes dimensions que celles du gel est rincé pendant 15 
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min. dans de l'eau puis 15 min. dans une solution 1 M 
CH3 COONH4 et 0.02 M NaOH. Le montage du gel peur le 
buvard se fait de la fa;on suivante : Trois feuilles de 
papier Whatman 3MM de mémes dim~nsions que celles du ger -· et 
imbibées d'une solution 1 M CH3 COONH4 et 0.02 M NaOH 
sont déposées sur une plaque de verre. Le gel est déposé 
par-dessus et le filtre de nitrocellulose par-dessus le gel. 
Une feuille de Whatmann 3MM imbibée de la fa~on décrite 
ci-haut est déposée sur le gel puis trois autres feuilles 
Whatmann 3MM sont mises par-dessus. Des feuilles de papier 
hydrofuge de mêmes dimensions que celles du gel et donnant 
une épaisseur de 4 à 5 cm sont déposées sur le tout. Une 
plaque de verre et une bouteille contenant environ 1 litre 
d'eau recouvre le montage. 
Le transfert de l'ADN du gel au filtre de 
nitrocellulose prend un minimum de 2 heures. Le montage 
défait~le filtre de nitrocellulose est délicatement décollé 
du gel puis rincé dans une solution 2 x SSC <0.3 M NaCl et 
pendant 1 min. afin d'enlever les 
morceaux d'agarose qui collent encore . Le f~ltre est ensuite 
placé entre deux feuilles Whatman 3MM et cuit à SOcc 
pendant 2 heures puis est introduit dans un sac de plastique 
avec 10 ml de solution de préhybridation <voir ci-dessous). 
Le tout est incubé dans un bain-marie à 42°C pendant 16 h 
avec agitation. 
~~-EC~E~C~~i9Q_9ê_l~_§Ql~~i9Q_9ê_EC~b~Q~ig~~i9D 
La solution de préhybridation contient : 50 % CV/V) de 
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formamide déionisée (en agitant 1000 ml de formamide pendant 
une heure avec 40 ~de résine Rexyn 300),5 x SSPE C0.75 M 
NaCl,25 mM NaH2P04,5 mM EDTA, pH 7.4>,0.2 % CV/V) SDS et 
50 ug/ml d'héparine CSingh et Jo~es, 1984>. 
êl_E~~cis~tiQo_g:~o§_§QOQ§_~~c-~~ist=tc~o2l~iiQD~ 
1- La sonde se prépare comme suit : 65 uCi de dATP et 
de dCTP marqués au P32 (3000 Ci/mmole> suspendus dans 50 % 
CV/V) d'éthanol sont lyophilisés dans un tube eppendorf puis 
13 ul d'eau,2 ul de tampon 100 mM Tris-HCl-50 mM MgCl2 CpH 
7.5,0.5 % CV/V) BSA,0.1 M de 2-mercaptoéthanol>,1 ul de 1 mM 
dTTP et 1 ul de 1 mM dGTP non marqués,1 ul d'ADN 0.1 ug/ul 
Cla sonde>,1 ul de DNase I (0.2 ug/ul) et 1 ul de polymérase 
de Kornberg (4.5 unités) sont ajoutés et le tout est incubé 
45 min. dans un bain-marie à 16°C. 
2- L'activité spécifique de la sonde est mesurée en 
prenant 1 ul d'une dilution 1/200 de la sonde qui est 
déposée sur un filtre -DE81. Le filtre est lavé 2 fois avec 
10 ml de 0.5 % CP/V) KH2P04 puis 1 fois avec 1-2 ml 
d'éthanol 95 % CV/V). Le filtre est ensuite séché sous une 
lampe infrarouge pendant 5 min. puis 
Cerenkov. L'activité spécifique d'une 
d'environ 107 à 108 CPM/ug. 
compté par effet 
telle sonde est 
3- Les désoxynucléotides marqués non incorporés éont 
séparés de la sonde par chromatographie sur une colonne de 1 
ml de Sephadex G-75 équilibrée avec du tampon TE. 
4- La sonde est dénaturée à 100°C pendant 10 min. 




La solution de préhybridation contenue dans le sac est 
retirée puis celle contenant la'sonde est ajoutée (10 mI ~ de 
solution de préhybridaticn avec 10 % (V/V) de dextran 
sulfate). Le tout est incubé 16 h à 42°C avec agitation. 
Q2__bê~§g§2_Q§§_fil:!;.r:.~§_§:\;._ê~iQ!::.ê9igg[§QQi~ 
Les filtres sont lavés 4 fois avec 250 ml de 2 X SSC et 
0,1 % (P/V) de SDS pendant 15 min. avec agitation puis 2 
fois avec 500 ml de 0.1 % (V/V) de SSC et 0.1 % (P/V) de SDS 
à 50 °C pendant 20-25 min. avec agitation. Ils sont placés 
entre deux feuilles de papier Whatman 3 MM afin d'enlever 
l'excédant de liqu ide. Les filtres enveloppés dans une 
feuille de plastique <saran wrap) sont mis en contact avec 
un film à rayons X <Kodak XAR-5 ou XRP-1> puis entreposés à 
-70c:JC, 
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Afin d'étudier la régulation des gènes mt+ de 
souris,nous avons fait une banqGe complète de gènes,dans- 1e 
phage lambda L47.1, avec l'ADN de cellules de souris 3LMTK 
en collaboration avec le Dr Ryszard Brzezinski <voir le 
tableau III,page 32). 
Après avoir criblé environ 1 500 000 plages de la 
banque génomique avec la sonde pM135,5 plages ont donné un 
signal positif. Il s'est avéré que chacune de ces plages 
correspondait au même clone Lmtl. 
~=-g~[~Si~[i2~1iQQ_Q~_S1QQê_bm~1 
Une fois isclé,le clone Lmtl a été caractérisé, La 
figure 8-A (page 33> montre un buvard de l'ADN de Lmtl 
digéré par Eco RI et Barn HI et hybridé avec le cDNA de 
mt-1• <pM135> afin d'examiner si les sites de clonage 
Barn HI ont été reconstitués. Il y a une bande Eco RI de 5.5 
kb et une bande 8am HI de 33.6 kb qui hybrident avec pM135. 
Ceci montre qu'il y a un eu plusieurs gènes mt-
présents dans le fragment Eco RI de 5.5 kb. Une carte de 
restriction partielle,par électrophorèse sur gel d'agarcse, 
du clone Lmtl a permis de déterminer la taille du 
recombinant à 47.9 kb et celle de l'insertion clonée à 14.2 
kb. Le schéma ci-dessous montre l'emplacement des sites (i) 
Eco RI <E> et Barn HI <B> dans le clone Lmtl (+ = phage 
lambda L47.1, - =insertion d'ADN cellulaire de 14.2 kb). 
s:::: .. 6 kb 1 kb 2.7 kb :1.0. 6 kb 
-......,.-:-:--:-:-~~-:--:--:-~~-.~-:--~~-:----:------ ------......- - ......... 
~++++++++++++++++++++++'++----:--------=:-:---:++:+++++++++ 
1::: ___ E B D B E 
---~--
21 u 2 kb mt:·-- :!. ..... 13.3 kb 7.9 kb 
5.5 kb 
La comparaison de la carte de r estr i ction partiel l e de 
Lmtl avec le clone mt - 1• de Durnam (1981> nous a 
permis d'identifier les rég i ons 5 ' régulatric e et l'in t ron 
A du gène mt-1 .... dans Lmt 1. Celles-ci sont 
sous-clonées dans le plasmide pUCB afin de servir comme 
sonde spécifique pour rechercher d'autres gèn e s mt+ 
dans le génome de la souris et tout particulièrement la 
présence " d ' aut r es séquences régulatrices analogues aux 
gènes mt+ et qui n'auraient pas été détectées par le 
cDl\IA CpM135). Les plasmides sont appelés respectivement 
pMT2 12 et pMT202 <voir la figure 9 de l'annexe A, page 
N V i ) . 
Afin de rechercher de telles séq~ences nous a vons 
hybridé l'ADN du clone Lmt1 en ut i l i sant la région 5' 
rég ulatrice comme sonde CpMT212> . La figure 8-B <page 33) 
montre un buvard fait avec l"ADN de Lmtl,digéré par Barn HI 
et Eco RI , avec la sonde pMT212. On observe deux band es Barn 
HI de 2.7 kb et 33.6 kb qu i hybrident. La bande de 33.6 kb 
correspond,comme on l'attendait, à la région 5' .régulatrice 
du gène mt-1 - qu e nous venons d'identifier. Par 
contre, l ' hybridation avec le fragment Barn HI d e 2.7 kb est 
Cette r é gion hybride avec l a région 5' 
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régulatrice du gène mt-1 • mais pas avec le cDNA de 
mt-1 + <pM135). On a donc identifié un gène 
mt-1• et une autre région 5' régulatrice. Comme 
ccntrôle,les mêmes hybridatioAs ont été faites avec ~ÜCS 
seul. Aucune hybridation n'a été observée. 
Ces résultats suggèrent sait la présence d'un autre 
gène de la famille mt- qui ne sait pas un gène 
mt- entier,sait la présence d'ADN répétitif dans la 
région de 2.7 kb parce que la région 5' régulatrice 
contient de l'ADN de souris. Cet ADN de sauris peut être 
unique,moyennement au hautement répétitif. <Heller et 
al., 1984). Les expériences suivantes ont été faites pour 
caractériser si cet ADN de sauris contient des séquences 
répétitives. L'ADN moyennement à hautement répétitif dans 
le . génome de sauris est suffisamment représenté <>10 4 
copies) pour hybrider avec des fragments de restriction 
d'un clone <Cachet et al.,1979). Par canséquent,si de 
l'ADN moyennement à hautement répétitif est présent dans un 
fragment du clone Lmt1 il sera détecté par une sonde fait 
avec de l'ADN total de cellules 3LMTK. 
La figure 10 (page 34) montre un buvard avec l'ADN de 
Lmt1, digéré par Barn HI et Eco RI,et hybridé avec de l'ADN 
total de cellules 3LMTK. L'autcradiogramme révèle que la 
région Barn HI de 2.7 kb contient effectivement de l'ADN 
répétitif aussi une région 5' régulatrice comme 
l'indique l'expérience avec le plasmide pMT212 (vair fig. 
8-B, page 34). Le plasmide pMT212 est également buvardé et 
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hybridé avec la méme sonde d'ADN total de 3U1TI<. On 
n'observe aucune hybridation. La région 5" régulatrice ne 
contient donc pas d"ADN répétitif. Comme contrôle positif 
l"ADN du clone ·-1o· a été utili~é. Le clone p-10 nous a ·èté 
fourni par le Dr Pierre Bourgaux. Il contient les séquences 
cellulaires adjacentes au site d'intégration du virus du 
polyome dans le génome de la souris et dont certaines sont 
des éléments répétitifs. 
~:§œe~~~!~!~~-~!!_§~9~~os~!-~:BQ~_c~e~1i~if 
Une série de digestions simples et doubles sur l'ADN 
de Lmtl avec des enzymes de restriction ainsi que des 
buvards a permis de compléter la carte de restriction du 
clone Lmtl et de mieux définir l'emplacement des deux 
régions d'ADN répétitif. 
Les figures 11-A,12,14-A et 15-A (pages 35,36,38 et 
39) montrent des buvards avec l'ADN de Lmtl après digestion 
simple et double avec les enzymes de restriction suivants : 
Sac I,Sma I,Apa I, Pvu I,Sph I,Hind III et Nec I et hybridé 
avec le fragment Ava II de 230 bp de pM135 sous-cloné dans 
le plasmide pUC13 <pM223). 
Les figures 11-B,13,14-B et 15-8 (pages 35,37,38 et 
39) montrent des duplicata de ces mêmes buvards mais 
hybridé avec l"ADN total de 3LMTK. 
Les gels d'électrophorèse colorés au bromure 
d"éthidium révèlent que Eco RI,Bam HI, Sac I, Sma I, 
Apa I' PVLl I, Sph I' Hind III et Nec I donnent 
3,3,3,3,5,3,7,5 et 6 coupures respectivement. Pa1~ 1 es 
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doubles digestions Eco RI-enzyme de restriction d'une part 
et l'hybridation avec pM202 et 3LMTK d'autre part ,il a été 
possible de tous les sites des enzymes de 
restriction mentionnés ci-desêus. Les signaux donnés ·par 
les digestions doubles sur les figures 11-A et 14 (pages 35 
et 38) sont faibles parce qu'il y avait moins d'ADN. Les 
digestions par Sph I des figures 12 et 13 et certaines 
autres figures montrent qu'il y a une hybridation avec le 
phage lambda L4 7. 1. Ceci est causé par un lavage 
insuffisant du filtre. 
La figure 16 (page 40) représente la carte de 
restriction obtenue 
positions des sites 
à partir de nos 
de restriction 
résultats. Les 
et 1 es poids 
moléculaires, évalués selon la méthode de Elder et Southern 




il existe plusieurs 
SOLlri S <Bennett et 
familles d'ADN répétitif 
al., 1984) , Llne sonde 
spécifique à chacune de ces familles nous permettrait de 
savoir à quelle famille ces deux régions d'ADN 
répétitif,identifiées dans le clone Lmtl,appartiennent. Une 
telle sonde nous a été aimablement fournie par le Dr Pierre 
BourgaL1x. Il s'agit d'Lln fr-agment Mbo I <Mbo I-3) de "'427 
bp provenant de la séquence cellulaire Ins adjacente au 
virus du polyome intégré dans le génome cellulaire <Sylla 
et al., 1984). Ce fragment est homologue à 82 'ï. à la 
séquence consensus de l'élément 82 de souris (idem). 
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L•élément 82 étant une des familles majeure d•ADN répétitif 
chez la souris. La figure 17 (page 43) représent e un buvard 
sur l"ADN de Lmtl digéré par Barn HI et hyb ri dé avec le 
fragment Mbo 
répétitif ne 
I-3. Il révèle ~ue nos deux séquences d"ADN 
sont pas homologues à l " élément 82. Comme on 
s " y attend,not r e sonde hybride un peu avec pBR322 car la 
pureté d"une telle sonde n•est jamais totale. 
Efficacité d'encapsidation in vitro des phages 
parentaux (t it rés sur la souche LA 101) et nombre de 
recombinants obtenus de la banque totale de 3LMTK Ctitrée 
sur la souche C600 CP2)). 
Titre Souche indicatrice 
l c:i.mbda L4 7 .. 1. C pa1·-enta.l) 1. :·: 10 7 /ug LA 101 
lambda gt10 <parental) 2.3 X 10 7 /ug LA 101 
lambda wt (parental) 6.5 >: l.0 7 /ug LA 101 




A> Buvard de l'ADN de Lmtl digéré par Eco RI et 
Barn HI respectivement et hybridé avec pM135 comme sonde. 
Chaque piste contient 1 ug d'ADN. L'autoradiogramme a été 
développé après 16 heures d'exposition. L'activité 
s pécifique de la sonde est de 5 x 10 7 CPM/ug. 
B> Buvard de l'ADN de Lmt1 digéré par Eco RI et 
Barn HI respectivement et hybridé avec pMT21 2 comme sonde. 
Chaque piste contient 1 ug d'ADN. L" autoradiogramme a été 
déve l oppé après 4 heures d'exposition . L'Activité 
spécifique de la sonde est de 4 x 108 CPM/ug. 
A 





kb......_ _ _ 
Sonde de la région 
S' régulatrice (pMT212) 
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Figure 10 
Buvard de l ' ADN de Lmtl hybridé avec l'ADN total de 
3 LMTK comme sonde. L'autoradiogramme a été développé après 
16 heu r es d'exposit i on. L ' activit é spécifique de la sonde 
est de 1.36 x 10 8 CPM/ug. 
Pistes 1 et 2 : 1 ug d'ADN de Lmtl digéré par Barn HI 
et Eco RI respectivement. 
P i ste 3 
Piste 4 
Piste 5 
1 ug d ' ADN de pBR3 22 non digéré. 
1 ug d ' ADN de pMT212 digéré pa~ Eco RI. 
1 ug d'ADN de ~- 10 digéré par Barn HI. 
1 2 3 4 5 
33.6 kb 
13. 3 kb 
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Figure 11 
A> Buvard de l'ADN de Lmtl,digéré par les enzymes 
indiqués et hybridé avec pM202 comme sonde. 
L'autoradiogramme a été développé après 16 heures 
d'exposition. L'activité spécifique de la sond e est de 1 x 
1ns CPM/ug. Les pistes 1,2 et 4 contiennent 1 ug d'ADN 
alors que les pistes 3 et 5 contiennent ~500 ng d'ADN. 
B) Duplicata du même buvard mais hybridé avec l'ADN 
total de 3LMTK comme sonde. L'autoradiogramme a été 
développé après 16 heures d'exposition. 
spécifique de la sonde est de 1 x 10 6 CPM/ug. 
L'activité 
A 
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Buvard de l'ADN de Lmtl,digéré par les enzymes 
indiqués et hyb 1~ i dé avec pM202 comme sonde. 
L'autoradiogramme a été déve l oppé après 16 heures 
d • e;-~ p os i. t i on • L' activité spécifiqu e de la sonde est de 1 
CPM/ug. Chaque piste contient ~i ug d"ADN. La 
piste 6 contient 1 ug d " ADN du phage lambda L47.1 digéré 
par Sph I. 







Duplicata du buvard de la figure 12 avec l'ADN de 
Lmtl,digéré par les enzymes indiqués et hybridé avec l'ADN 
total de 3LMTK comme sonde. L'autoradiogramme a été 
développé 16 heures d'exposition. L'activité 
spécifique de la sonde est de 1 x 108 CPM/ug. 
1 2 3 4 5 6 7 8 









A) Buvard de l'ADN de Lmtl , digéré par Eco RI et Hind 
III et hybridé avec pM202 comme sonde. L'autoradiogramme a 
été développé a près 16 heures d'exposition. L'activité 
spécifique de la sonde est d e 1 x 10 8 CPM/ug. Les pistes 
1 et 2 contiennent 1 ug d'ADN. La piste 3 contient ~590 ng 
d'ADN. 
B> Duplicata du même buvard mais hybridé avec l ' ADN 
total de 3LMTK comme sonde. L'autoradiogramme a été 
développé après 16 heures d'exposition. L'activité 
spécifique de la sonde est de 1 x 108 CPM/ug . 
B 
1 :2 c~w t) 'I 2 ,:~ 
Sonde Sonde 3LJvfTK 
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Fig ure 15 
Al Buvard de l'ADN de Lmtl,ciigéré par Eco RI et Nco I 
et hyb ridé ave c pM202 comme sonde. L'autoradiogramme a été 
développé après 16 heur es d 'exposition. L'activité 
spéc i~i~u~ de la sonde est de 1 x 108 CPM/ug . Chaque 
piste contient ~i ug d'ADN. 
8) Duplicata du méme buvard mais h y bridé avec l'ADN 
total de 3LMTK comme sonde. L'autorad iogramme a été 
dével oppé 16 heures d'exposition. L'acti vité 
spécifique de la sonde est de 1 x 10 8 CPM/ug. 





Sonde Sonde 3LMTK 
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Figure 16 
Carte de restriction de Lmtl avec l'emplacement de la 
région hybridant avec pM135 (région en no i r),des régions 
d'ADN répétitif (régions hachurées) et de la 2ème région 
hybridant avec la sonde 5' régulatrice (région en gris). La 
taille du phage recombinant est de 47.9 kb. Le cadre 
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Positions des si t es d'enzymes de restriction dans le 
cl on•? Lmt.1. 
2l" 2 33.6 
34.6 
40.0 37 .. 3 
Br 1 II __ g _ ____ _  
0.4 19.5 
24.3 29 .. 1B 
27.3 T::.. 513 
29.5 41 .. 98 
40. <? 
41. 0 
!::Lü! g _ J .11. 
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Aoa. I -·-l::·--- Snh I -C:.---· 
10 u 1 19 .. 3 1 i. 9 
12.0 21. 4 
29,, 9 22.5 39.0 
33.24 30 .. 66 29 . 72 
34.68 37.26 32.05 
43.48 37.27 
41. 6 
Tailles des fragments,en · kilobases~générés par -la 
digestion de Lmtl avec les enzymes de restriction du 
tableau IV. 
21.2 33.6 22.6 24.0 24.6 29.8 20.3 
13. ::: 10" 6 8. 3 1 7. 1 15. ::::. :L 8. 1 8. 6~5 
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Buvard de l'ADN de Lmtl digéré par Barn HI et hybridé 
avec l e fragment Mbo I-3 comme sond e. L'autoradiogramme a 
été développé après 8 heures d'exposition. L'activité 
spécifique de la sonde est de 5 x 108 CPM/ug. 
Piste 1 1 ug d ' ADN de Lmtl di~1éré par Barn HI. 
Piste 2 "'500 ng d'ADN de p-10 digéré par Barn HI. 
Piste '":!' ..... "'500 ng d'ADN de pMT2:l2 digéré par Eco RI. 
Piste 4 "'500 ng d'ADN de pBR322 non digéré. 
1 2 4 
Nous avons isolé,à partir d'une banque complète de 
gènes de cellules 3LMTK ,un pha~e recombinant contenant une 
insertion d' ADN c e llulaire de 14.2 kb dans le phage lambda 
L47. 1 .. Ce recomb inant,le clone Lmtl,contient un gène 
mt-1 •,deux régions d'ADN répétitif et deux régions 5" 
de régulation semblable. Afin de savoir si le clon e Lmtl 
est semblable au recombinant isolé par Durnam et ses 
collaborateurs <Durnam et al.,1980),nous avons comparé 
les cartes de restriction de notre clone à celui de Durnam. 
La figure 18 (page 47> compare les recombinants Lmt1 et 
cel Lli isolé par Durnam et ses collaborateurs,le clone me 
lambda 26 (idem). L'emplacement des sites de restriction du 
clone Lmtl de 3LMTK par rapport au clone me lambda 26 de 
sour i s est indiqué et montre bien que nous avons isolé le 
même gène mt-1• complet. Ce gène est cependant dans 
un environnement génétique différent de celui de Durnam. 
L'origine des cellules qui ont servi à cloner les gènes 
peut e:·:pl.iquer l'environnement génétique différent. En 
effet,dans notre laboratoire,l'ADN provenait de cellules en 
culture 3LMTK alors que Durnam et ses collaborateurs ont 
u tilisé des cell u les embryonnaires de foie de souris 
(idem) . 
L'hybridation avec la région 5" régulatrice du gène 
mt-1 .... <pMT212) avec l " ADN de Lmt1 digéré par Barn HI 
montre qu'il existe une séquence homologue entre la région 
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5' régulatrice du gène mt-1• et une région Barn HI de 
2.7 kb située à l'extrémité 3' de l'insertion clonée. 
Searle et ses collaborateurs ne mentionnent pas une telle 
hybridation entre la région 5' régulatrice du Qène 
mt-1• et d'autres régions de leur clone,même s'il 
existe de courtes régions d'homologie entre les régions 5' 
régulatrices des gènes mt-1- et mt-2- de souris 
<voir fig. 5,page Ni de 1 'anne:·:e A> <Searle et al., 
1984) • Les séquences homologues de ces régions 5=-
régul <:i.tr i ces sont trop courtes pour permettre une 
hybridation entre les deu>: gènes. De plus, le cDNA du gène 
mt-1 - CpM135),utilisé comme sonde, n'hybride pas avec 
la région Barn HI de 2.7 kb <voir fig. 8-A,page 33). 
Celle-ci peut être une autre région correspondant à un 
autre gène dont la régulation par les métaux lourds est 
semblable. 
En effet, il existe des gènes liés et dont la 
régulation est semblable. Par exemple,dahs le cas du gène 
de 1 'ovë.ü bumi ne de poule, contrôlé les 
oestrogènes, Royal et ses collaborateurs ont montré 
l'existence de deux autres gènes de fonction inconnue 
situés en amont du gène de l'ovalbumine et sous le contrôle 
des oestrogènes <Royal et al.,1979). 
Les buvards fait avec l'ADN de Lmti avec comme sonde 
l'ADN total de 3LMTK montre une hybridation avec deux 
régions distinctes situées en aval du gène mt-1•. La 
première de ces deux régions,qui mesure environ 500 bp, est 
L'autre région d ' ADN répétitif, située 
p r- 1:.;:s;. qu' i. m1nécl :i. a. t t?me:·n t en .:::•. -.,1;;::\1 ci u c;i Ë.'n t.'". :rii t--· .L -•·· , me sur- e 2. 5 
kb. Searl e et ses collaborateurs mentionnent eux aussi la 
1:wésence d'ADN r-épétitif dans cette r-égion. Ils ont 
également ~ontr-é l'existence d'une r-égion d'ADN r-épétitif 
en amont de la r-égion 5' <Sear-le et 
al., 1984) , alor-s que nous ne tr-ouvons pas,dans le clone 
Lmtl,la pr-ésence d'une telle région. 
Chez la sour-is,les ADN hautement r-épétitifs se 
divisent en plusieur-s classes : la famille 81 (équivalent 
de la famille Alu I chez l'homme) , 1 é."'l. f ami 11 e 82, la 
famille MIF-1, la famille R et l'élément EC1; une séquence 
d'ADN conser-vée au cour-s de l'évoluti o n <Bennett et 
1984) • Quelle ser-ait la fonction des éléments 
r-épétitifs tr-ouvés dans le clone Lmtl ? Plusieur-s r-ôles ont 
été pr-oposés pour- les séquences d'ADN répétitif (Je line k et 
Schmid, 1982) or-igine de r-éplication, élément génétique 
transposable, séquence 1~égul atr i ce de 1 'e:-: pr-ess i on 
gt"métique ou simplement ADN "p.:ur«:tsite". l_e plus intén~s~:;ant 
s&?r- i:Ü t celui de la transposition. En effet, certains 
éléments répétitifs (81 et 82) peuvent étre transcrits par-
1 'ARN polymérase III puis, par tr-anscription inver-se,en ADN 
qui peut al.ors s'intégr-er n'importe où dans le génome 
<Bennett a l• !I 1984) " L'amplification et l a 
translocation des gènes mt+ pourrait étre possible 
'+7 
suivant un tel mécanisme <Stark et Wahl,1984) . Les séquen-
ces trouvées dans le clone Lmtl n'appartiennent toutefois 
pas à la famille 82 (voir· fig. 17~page 43). 
Il reste donc à trouver à quelle famille d'ADN 
répÉ~ti tif appartiennent les deux séquences trouvées dans 
Lmt:L !• analyser plus en détail le fragment Barn HI de 2.7 kb 
afin de savoir ce qui hybride avec le plasmide pMT212 et 
s; ' i l s'agit d'un gène ou d'un pseudogène mt+ ou 
d' autr-e chose. 
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Figure 18 
Comparaison ent re les cartes de rest r iction d es 
clones Lmtl et me 26 CDurnam et al.,1980 ). Les lignes 
noires plus épaisses représen tent le gène mt-1 •, les 
régions hachurées, l'ADN répét i tif,la région en blanc, la 
2ème région qui hybride a vec la rég i on 5 ' régulatr i ce de 
mt-1 • CpMT212). Les pointillés sent les bras du 
vecteur phagique . 
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Figure 1 
Séquences en acides aminés de métallothionéines 
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les . régions blanches, les introns et les 
et de chaque gène. La région hachurée 
vraisemblablement. de l " ADN répétitif. Les 
f l èches i nd i qw.:nt d a ns quelle dir e ction se f .ai t la 
t n:i.nscr i pt i an e t la traduction des ·gènes <Searle et 
al . , 1984). 
l. :·: 
Séquence nucléotidique du gène mt-1• 
de SOL\lr i S. Les e:·:ons sont imprimés en larges 
caractères~les introns et les régions 5' et 3' en petits 
caractères. Quelques sites d'enzymes de restriction sont 
SOLll ignés et identifiés. Les signaux de régulation 
possibles sont soulignés. La séquence TATAAA ainsi que les 
codons d'initiation et de terminaison sont encadrés. La 
séquence de la protéine MT-I est indiquée en utilisant le 
code d'acides aminés de la figure 1 <Glanville et al.~ 
1981) . 
·lll 
TGAGTTCTC' TAAACTCCAG AGCAGCGATA GGCC.GTAATA TCGGGGAAAG CACTUAGGG . _,, 1 
ACATGATGTT CCACACGTti CATGGGTCGT CCTATCCGAG CCAGTCGTGC s;AAAGGCi!i;~ Ci 
•gl 1 
-121 
GTCCC6CTOT GCACACTGGC GCTCCAGG~TGCACT CCGCCCGAAA AGTGCGCT CG 
su 1 _,, 
GCTCTGCCAG GACGC GGGGLlillGACTAT GCGTGGGCTG Git.GCAACCGC CTGCT'i.fil< T~ 
-51 -41 -Jl -Z1 •1: -1 
CU.&CÇ,C~GlliGGAC TCGTCCAACG .t.~it. GGGC.t.GGCTG TCCTCTAAGC 
l~r-1 1 0 ZO JO . , 50 10 
G!CACCACGA CTTCAACGIC CTGA GT ACCT TCTCCTCACT TAC!CCGTAG C!CCAGCTIC 
"' !1 " ' c s c · s r rz o 
ACCAGATCTC GGlffiACC CCAACTGCTC C!GCTCCAC C GGTUGACTC CCGA ICCTIG 
.!g L li 
110 
GTCTTTAGAA TACCAAGTTG GGACCGCAGA GCGGAATC~TlGTAG AGGCT TGG CG 
Z• O 
GGAATAGGCA CCTTTAGTTG GCGATTCATT CCGGTTCTl!.....i..!.!ilATC.CG CTCTTGCAAA 
l !t.J I 
JOO 
AGCCTTc-.ur AGTTACGAGT ATTGTCGAAC GGGTCCTTTG GCGGGGTTGG GGCTAGGA'TT 
HO 
TAGACGCGCA AATGTCCctGT TCCTGAfCAC CCAGTTAGTCi GGGACATCTG GGTTctAGT CC 
-,;li 
CAGGCATTAC TAAACTTACT GTGAATTGCT TGAATTAAGA AAGAGGTGAA GGA.CCTTTAT 
"o 
GTCTTGGGA.C TC4AA.GACAT AA.fCCCTGAC TTAACCTGTG AGGAGAAAAG TGGGGCTAGG 
CTCccr Gc• G CTC.CGAGGAG GACTTAGTGA AC T'GAGCCGG 
l'U 1 
"TGTAA.TGC TGCCTCCCTC ATGCTGTCTT CTTTCTCCTC 
HO 
GACTCGTGGT GTlliil.!,CT 
l!r, .• z- !.2! 1 ':C SCTC 
cc•GGCGGCT CCTGCACTTG 
T S S C A C l ' C l C T S C K X 110 
CACCAGC TCC TGCGCCTGCA AGAACTGCAA GTGCACCTCC TGCAAGAAGA GTG•GTTGGG 
120 
ACACCTTGGG TGGCGGCTAA GGCTActGGGC GGGGAACTCC TACAAAACTG GCTCTGAGAA 
110 
ATGTCCTTTG CTTCCCGGAG GCCATTGTAT TGT~G ACAGAACTAT ACAGAGAACT ... 
ATTTAAAAAA ACCGAGGTCT TCTCTGTTGG GGACAGGAAG CAGAGGTCTT CAGCCAGGCT 
1 !10.f , ___ S:"C S':CI' VCC SKC 
GC CTCTTCCT tcTTCTTCu GGCTGCTGCT CCTGCTG!(( CG!GGG(!GC TCCAAATGIG 
A Q t; C V C l C A A D l C 1' C C A 110 
CCCAGGGCTG TGTC TGCAAA GGCGCC GCGG ACAAGT GCAC GTGCTGTGCC rr:rn-GTGACG 
1 ozo 
AACAGCGCTG CCACCACGTG TAAATAGTAT CGGACCAACC CAGCGTCTTC CTATACAGTT 
l 010 
CCACCCTGTT TACTAAACCC CCGTTTTCTA CCGAGTACGT TAATAATAAA AGCCTGTTTG 
1140 
AGT(fAACTC TGGTTTCTTG GTGTGGTTTG GCAATAA GAA ACTGGGGTGA. CTTGATAGTC 
l zoo 
TG,GGA. TC Tf• GT TTT GGACC CCC TCGTGCC TTT ACC TCCG CCCTC t GGCC C"TCACAGAGG 
1 ZIO 
GGTAATGTCT TTGGGTAAAG CCAAGCTATA . TCCCATAA GC TTCCTCATGG AAAACAGCT G 
Hi"l d Ill ~ 
Figure 4 
Séquence nucléotidique du gène mt-2• de souris. 
Quelques sites d'enzymes de restriction sont soulignés et 
identi-fié!s. La séquence de la protéine MT-II est indiquée 
par le code de 3 lettres des acides aminés. Le codon de 
terminaison est représenté par les lettres Ter <Searle 
et al., 1984). 
.. 
GGGC CCCGGGGCAC CGCAAÀGGGC 
AjiaT "5iii'ar 
-350 GCGCGCGGGA GCAAGCAGGT GTCCTGGAAC CGGTTCCCAC CGGATCGCAG ' 
HsSR1T 
-300 ACCCTTTGCG CTCAGCTCCT TTGCTCTCAG TCCCTGAGCC CAGAGAAAGG 
-250 GGGTGTGACT CAGCGCGGGG GGTGGGGGGA GGGCGTGTGC AGGCTCTGTC 
-200 CCACGAGCAA AAAGAGGGCC GCTTGCAGAA TTCGGaTCGT GCGCAGGCCC 
ITO lIT - "'flITl 
-150 AGGGGCGTGT GCTGGCCATA TCCCTTGAGC CAGAAAAAGG GCGTGTGCAG 
TaTT 
-100 GCGGCGGGGG CGCGTGCATG GTGCCTTCCA CCCGGGCGGA GCTTTTGCGC 
~ 
-50 TCGACCCAAT ACTCTCCGCT ATAAAGGTCG CGTTCCGCGT GCTTCTCTCC 
+1 ATCACGCTCC TAGAACTCTT CAAACCGATC TCTCGTCGAT CTTCAACCGC +50 
MetAsp ProAsnCysS erCysAlaSe rA 
CGCCTCCACT CGCCATGGAC CCCAACTGCT CCTGTGCCTC CGGTAAGGGG +100 
~
GACTGCTGAC GGGATTTCTG GGAGAGCTAG ACAGGCTTTT TGGCCCCTCC +150 
TTTAGTAATT ACTTTAAGGG TACGACCGGC TACCCCTTCt GAATGAATTC +200 
~ -
TGAAGCACTC CTGCTCCTTT AAACTAGTCC TTGAGATAGT GGCTCGCCTA +250 
J:fià'TIT 
. CCCGGGTGAT TTGCCTCACC TTCCTAGGAG AACAGCGTTC AGGTACTCCC +300 
"SNI -
; spGlySe 
GGGTCCCACT CAACCGCGCT CACTGACTGC CTTCTACTTT TAGATGGATC +350 
"'Siiii' I . . BTnilrr 
r<:ysSer<:ys A1âG1yA1aC yslysCysly sGlnCyslys CysThrSerC 
CTGCTCCTGC GCTGGCGCCT GCAAATGCAA ACAATGCAAA TGTACTTCCT +400 
- IITT"T 
yslyslysS 
GCAAGAAAAG TAAGTTGGAT CTTCTCTGCC ATTTCCCCGT CACTCTCCTG +450 
GGGTCCCTAG CCCGCCGCGC CGCGCCTTCC CTtCCGGGAG CGTTCAGGTG +500 
TmIT 
GTGTGCCTCT GACAAGGTTT CTCGCTCACG TTCAACTCTT CTCTCCCCAC +550 
erCysCys Ser<:ysCysP roValGlyCy sAlalysCys SerGlnGlyC 
AGGCTGCTGC TCCTGCTGCC CCGTGGGCTG TGCGAAGTGC TCCCAGGGCT +600 
yslleCysly sGluAlaSer AsplysCysS er<:ysCysA1 aTer 
GCATCTGCAA AGAGGCTTCC GACAAGTGCA GCTGCTGTGC CTGAAGGGGG +650 
PvUIT 
GCGGAGGGGT CCCCACATCT GTGTAAATAG ACCATGTAGA AGCCTAGCCT +700 
TTTTTGTACA ACCCTGACTC GTTCTCCATA ACTTTTTCTA TAAAGCATGT +750 
AACTGACAAT AAAAGCCGTT GACTTGATTA ÂTTCAGCTTG TCTCTGTGCA +800 
TTGGTTAAGG GCTGGGCTGG CAGAGGCGTT GAGATGGGAC TGCAGCAGCT +850 
l!"st 1 Pvull 
.§_AATTTGAGC TAGTCGGATT ATATTTCTCT GGACTTTGAC CGCCTAGAAA +900 
GTGGTCATGC AGAAGCATGC ATTGGTCACA GAAATGGGCC ATTCCTACTG +950 
TpnT 
GGCGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG +1000 
TGTATTGGGG ATTAAACCGT AAGCTT 
HindÎÏ! 
xi 
-110 D -100 -so -60 8 _,o A -10 
1. • 1 _____... - 1 ' 1 1 - ~ - - ' ·-- • • CTC ÎGC CAAGCACGCGGGGCGC G T GACT A TGCG TGGGCTGGAGCMCCGCCTGCTGGGTGCAAACf.CT TTGCGCC~GAC TCG TCCAACGACT AT AAAGAGGGCAGG CTGTCCTCT AAGC 
D c 8 A 
2 . • __..._.. - 1 --""- - 1 1 ,_ - - · - t - ' t UGA>.AAAGGGCG TG TGCAGGCGGCGGGGGC GCG TGCA TGGTGC CTTCCAÇf.CGGGCGGAGCT T TTGCGC TCGACCCAA TAC TCTCCGC TAT AAAGG TCGCGTTCCGCGTGCHCTCTCC 
D C 8 . A· 
1 1 ' 1 ---- 1 '---·- t ~ 1 1 
3. TT TCGCTTGG,\G CCGCAAG TG ACTTC TAGCGCGGGGCGTGTGCAGGCACGGÇf.G~G~ACTCGTCCCGGCTCTTTCTA~CACTGCTTGCCGCGCTGCACTCC 
F i gur e 5 
Séquences nucléot idi ques des .r é gion s régulatrices 
de 3 gè nes de mét a l lot hionéi n e différ e n ts . 
1 mt-1 • de souris 
2 mt-2• de souris 
3 mt-2• humaine 
A "botte" TATA 
8 ~égion régùlatrice par les métaux lourds 
C et D : autres séquences homologues 
Les régi clns soulignées au-dessus des séque nces . •'. 
représentent celles qui sont communes aux trois 
réc;ii on s régulatrices. Les régions soulignées 
au-dessous des séquences représentent celles qui sont 
c ommun e ~; à a u moin s deux régions régulatrices <Searle 
e t · al., 1984). 
~Cl 1 
Figur- e 6 
Séquence nucléotidique et rep r ésentation schématique 
du cDNA d e mt-1 • de sour-is. Quelques sites d'enzymes 
de r-estr-iction sont soulignés et identifiés. Le codon 
d'initiation est souligné. Le codon de terminaison est 
identifié par- "STOP". Les flèches indiquent la direction 
utilisée pour- la séquence CMbikay et al.~ 1981). 
AvaII . AluI BglII AvaII 
CG>30GGTCCTGAGTACCTTCTCCTCACTTACTCÇGTAGCTCCAÇCTTCACCAG~TCTCGGA ~ GAC ccc AAC TGC 
Met AAp P•o AAn CyA 
~ AluI llhaI 
TCC TGC TÇC ACC GGC GGÇ TCC TGC ACT ·TGC ACC l\Ïit-rçc TGC GCC TGÇ AAG AAC TGC AAG TGC 
Se• Cy.1 S~• Th• Gly Gly Se• Cya Th~ ty~ Th• Se~ Se• Cya Ala CyA lya Aan Cya lya Cya 
AluI 
.ACC TCC TGC MG MG ~GC TGC TCC TGC TGT CcC GTG CiGC TGC TCC AAft TGT GCC CAG GGC 
T /1 \ S ê • C y A l y .1 L ~ Î, S H C y~ C y A ~ H C y~ C y A P.\ o Val G l y C y) S H' l y 6 C y A Â la G ln G (.y 
llhal ,Thal. SstII 
TGT GTC TGC AAA GGC GCC GCG GAC AAG TGC ACG TGC TGT GCC TGA TGTGACGAACAGCGCTGCCACCA 
C~a Val Cya Ly6 Gly Ala Ala Âap . lya Cy.1 Tf1~ Cya Cya Alâ SfiJp ' ' 
Ava 1 I 
CGTGTAAATAGTATCGGACCAACCCAGCGTCTTCCTATAC~GTTCCACCCTGTTTACTAAACCCCCGTTTTCTACC!.AG . . . . ' . . . 
lfin!I 
TACGTTAATAATAA~AGCCTGTT~TCT U\)gCO 12 
..... 
t- z 





















Carte de restriction du phage lambda L47.1 <Maniat i s 








































Positions des sites de restriction dans le phage lambda L47.1. 
Enzvme 
---~--
Bgl I I 415 Sma I 26739 
Sph I 2216 Sal I 27867 
Apa I 10090 Sal I 28366 
Sph I 12006 Xho I 28620 
Kpn I 17057 Barn HI 29621 
Kpn I 18560 Pvu I 30334 
Sma T 19397 Hind I I I 32003 ~ 
Cc~ 
~~~ I I 20323 Eco RI 32418 
Sst I I 20533 Bgl I I 33298 
Eco RI 21226 Bgl I I 33358 
Pvu I 21379 Sph I ~~9-, ~~ bb 
Sph I 22500 Sma I 34432 
Hind I I I 22601 Sst I I 34993 
Barn HI 23094 Fin 40253 
Poids moléculaires Cbp) des fragments du phage lambda 
L47.1 générés par les enzymes de restriction de la figure 
7 , 
Apr.l I Barn HI Bgl II Eco 1;: I Hind III f:::pn I 
30163 2:::094 32883 21226 22601 2Hi93 
10090 106 ~52 6895 1 1 192 9402 17057 
6527 4 15 7855 8 2 50 1503 
60 
Ncci I Pvu I Sa.l I Sma I Sph I 
l 9~)29 l 19~)6 :"27867 19397 l l L~66 2()3:23 
12997 '-1919 :L 1887 76<13 10494 1. 4400 
4266 9443 499 7:?A2 9790 5320 







Représentation schématique des sous- clon es de la 
région 5'régu latrice CpMT212> et de l'intron A CpMT202) du 
Les exons,représentés par des lignes 
plus épaisses,et les introns sont identifiés. Les régions 
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Bgl Il 
ex9n 1 
Xba 1 Pst 1 S st Il . 
intron A . exon 2 intron B exon 3 . . 
.  . 
. . . 
. 
. 
sma . Pst 
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pMT202 
Removal of Restriction 
Enzyme Inhibitors from 
Lambda Phage Preparations 
RYSZARD BRZEZINSKI, 
GUY VEZINA, STEPHEN 
BLAKELEY and 
JEAN-PAUL THIRION 
Inhibitors of restriction endonuc/eases and other en-
zymes are found in large quantifies in À phage solutions 
prepared by growth on agar plates. Chromatography 
on Sepharose-6B co/umn of the phage suspension wil/ 
eliminate these inhibitors . The DNA extractedfrom this 
purified phage suspension is suitab/e for genetic ma-
nipulations in vitro . 
In genetic engineering, bacteriophages are widely 
used as vectors for molecular cloning [ 1], con-
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struction of cDNA and gene libraries [2], and gene 
expression [3]. The preparation of such vectors 
requires, first, the isolation of phage DNA and, 
subsequently, its digestion with restriction en-
zymes or modification with ligases or polymer-
ases . 
Phages are best prepared in liquid culture [4], 
but in two cases they must be grown on agar 
plates. These cases are: to obtain a library in 
which ail the recombinants are amplified equally, 
and to prepare a recombinant that grows very 
poorly in liquid media [5]. 
Because of the presence of inhibitors, we en-
countered, at times, great difficulty in digesting or 
Figure 1: Sepharose 6-B chromatography of phage 1\ solutions 
grown on agar plates. One milliliter of dialyzed phage 1\ was 
loaded onto a 1.3 x 32 cm Sepharose 6-B column . Elution was 
performed in IO mM Tris HCl , IO mM MgS04 buffer (pH 7.5) 
at a flow rate of 30 ml/hr. Fractions of 1 ml were collected . 
The fractions containing the phages were pooled , and DNA 
was extracted as follows : EDTA was added to a final concen-
tration of 20 mM and the solution was extracted twice with a 
solution of phenol saturated with TE buffer ( IO mM Tris and 1 
mM EDTA , pH 8.0) and twice with chloroform. The DNA was 
precipitated with 95% (v/v) ethanol in 0.3 M sodium acetate 
(pH 6.0) and washed twice with 75% and once with 95% al-
cohol. It was dried at room temperature and then resuspended 
in water. (-)Absorption of fractions from column eluate. (---) 
Percentage of inhibition of L47 .1 DNA digestion with EcoRI 
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Fraction number 
Figure 2: Electrophoresis of À L47.l DNA digested with 
EcoRI in the presence of 10 µ,J of a column chromatography 
fraction shown in Figure 1. 
modifying DNA from À phages grown on agar 
plates. Similar results have prompted some au-
thors to suggest the replacement of agar by aga-
rose [6,7], and although these recommendations 
were helpful they were not entirely satisfactory. 
We therefore tried different methods to eliminate 
these inhibitors and found Sepharose-6B chro-
matography of phage solution grown on either 
agar or agarose to be successful. 
The host bacterium Escherichia coli K12 LA 
101 (F-, lac Y, leu, ton A, sup E, sup F, rk-, 
mk+) was grown on modified L medium (10 g 
bacto-tryptone, 5 g yeast extract, 2.5 g NaCl, 2.5 
g MgS04 per liter) at pH 7.5. Plaques of either 
wild-type or À L47 .1 phage [8] were picked, re-
suspended in À.-dil buffer (10 mM Tris, 10 mM 
MgS04 , pH 7.5), and titrated. A set of tubes, each 
containing 107 bacteria mixed with 106 phages in 
0.2 ml À.-dil buffer were incubated for 15 min at 
room temperature to allow the phages to adsorb. 
About 3 ml of soft agar (0.7% v/v) was then added 
to each tube, and the contents of each tube was 
poured onto 1 % agar plates as described by Davis 
et al. [6]. The petri dishes were incubated over-
night at 37°C to allow phage multiplication; 5 ml 
of 10 mM MgS04 was then added to each petri 
dish, and the incubation was continued at 4°C for 
a further 8 hr. At this time the phages were har-
vested and centrifuged for 20 min at 5000 r.p.m. 
to eliminate bacterial debris. The phages were pre-
cipitated by the addition of 1/10 volume of 5 M 
NaCl and 10% (w/v) final concentration of poly-
ethylene glycol (PEG 6000). After a 2-hr incuba-
tion at 4°C, the phages were pelleted by centrifu-
gation and resuspended in 3-7 ml of À.-dil buffer. 
The phages were further purified by centrifugation 
through three layers of discontinuous CsCl (BDH) 
gradient whose densities were 1.65, 1.53, and 1.35 
g/cm3, respectively [9]. The solution of phages was 
then dialysed for two hours against À.-dil buffer to 
eliminate CsCl in dialysis tubing treated·with 
photo-flo 200 (Eastman Kodak) in order to en-
hance phage recovery [10]. At this point, DNA 
extracted twice with phenol and twice with chlo-
roform from phage solutions cannot be digested 
with restriction enzymes. In order for the DNA to 
be easily digested (assuming the enzymes are used 
under the recommended condition of 1 unit of en-
zyme per microgram of DNA for one hour) the 
solution of phages had to be chromatographed on 
Sepharose-6B (Pharmacia). 
Figure 1 shows a characteristic pattern of elu-
tion of the phage and of the enzyme inhibitors. 
The optical density of each fraction was measured 
at 260 nm. Each fraction was assayed for the pres-
ence ofinhibitors of the digestion of}.. L47.1 DNA 
with EcoRI enzyme. When other restriction en-
zymes were used, similar results were obtained 
(data not shown). We chose À L47 .1 DNA because 
digestion by EcoRI yields three well-defined frag-
ments of 21.7, 11.3, and 7.6 kb, respectively, 
which can be well separated from each other by 
electrophoresis on agarose gel. Each reaction mix-
ture contained 0.5 µg of À L47.l DNA, 10 µlof 
the corresponding column eluate, 0.1 M Tris-HCI 
(pH 7.5), 5 mM MgC12, 2 mM mercaptoethanol, 
and 50 mM NaCl in 20 µl (final volume). In order 
to demonstrate that addition of more enzyme does 
not overcome the action of inhibitors, each diges-
tion was performed with five units of EcoRI en-
zyme for 1 hr at 37°C, and each digest was then 
loaded onto an 0.8% (w/v) agarose gel and elec-
trophoresed at 2 v/cm for 16 hr (Figure 2). Figures 
1 and 2 show quite clearly that phage À is well 
separated from the enzyme inhibitors. These in-
hibitors are present in considerable amount since 
they were found in more than 12 fractions. After 
extensive washing (about three column volumes), 
such sepharose columns are reusable. 
In summary, we have described a simple, one-
© 1984 Elsevier Science Publishing Co., Inc., 52 Vanderbilt Ave., New York, NY 10017 
step procedure for the removal of various enzyme 
inhibitors from phage suspension prepared on agar 
plates. These inhibitors, which are presumably 
sulfonated carbohydrates [5], are present in com-
merical preparations of agar and agarose. They are 
also present in agarose gels and in DNA electroe-
luted from agarose slices. Such DNA preparations 
have to be further purified in order to be geneti-
cally manipulated [2]. Although this has not been 
attempted, our results suggest that chromatog-
raphy on Sepharose-6B of ON A fractions ex-
tracted from agarose slices could also eliminate 
sulfonated carbohydrates from the DNA prepa-
ration . If' is remarkable that the relatively straight-
forward tec hnique of Sepharose-6B chromatog-
raphy is sufficie nt to e liminate such inhibitors, 
while more extensive procedures involving precip-
itation with PEG and fl otation on CsCI do not. 
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